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要　旨
光合成の場である葉緑体にはDNAが存在し，核とは異なる独自のDNA複製機構を持っている。
葉緑体DNAの複製機構には不明な点が多く，複製開始に必要なDNAプライマーゼも同定されてい
なかった。筆者らは，T7ファージのT7 bacteriophage gene 4 protein（T7gp4）というDNAヘリカー
ゼ／プライマーゼのホモログであるTWINKLEが，植物では葉緑体に局在してDNA複製を開始す
るDNAプライマーゼとして働いているのではないかと考えて研究を進めている。本研究では，パー
ティクルガン法によりTWINKLE-GFP融合蛋白質を一過的に植物細胞内で発現させることで細胞内
局在解析をおこない，TWINKLE蛋白質が葉緑体に局在していることを明らかにした。この結果は，
植物のTWINKLEが葉緑体DNAの複製に働くDNAプライマーゼであることを強く示唆するもので
ある。
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1．はじめに
生物の持つ遺伝情報の多くは，核のDNA（核 DNA，ゲノム DNA）に書き込まれている。一方，
細胞内共生により生じた細胞小器官である葉緑体やミトコンドリアには核とは異なる独自のDNAが
存在し，それぞれ葉緑体DNA，ミトコンドリアDNA（総称してオルガネラDNA）と呼ばれている。
細胞分裂に先立ち，核DNAは DNA複製機構により倍化する。核DNAの複製は，DNA複製を開
始するDNAプライマーゼと，DNA鎖を伸長するDNAポリメラーゼが協同して働く事で行われてい
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る1。独自のDNAをもつ葉緑体は，核とは異なるDNA複製機構を持っていることが知られているが，
葉緑体のDNA複製がどのように行われているかについては長らく不明であった2。
葉緑体のDNA複製機構については，これまで全く異なる 2つもモデルが提唱されている。1つは，
葉緑体DNAは環状であり，核DNAと同様にDNAプライマーゼによりDNA複製が開始され，DNA
ポリメラーゼによってDNA鎖が伸長するというモデルである（プライマーゼ依存型DNA複製モデ
ル）3（図 1）。もう 1つは，葉緑体DNAは直鎖状であり，DNAプライマーゼは葉緑体には存在せず，
直鎖状DNAの末端が他の直鎖状DNAに組換えにより進入し，そこを起点としてDNA複製が開始
されるというモデルである（組換え依存型DNA複製モデル）3（図 1）。両者のモデルとも複製中間体
の観察などの結果から提唱されたモデルで，どちらが正しいモデルであるかは結論が出ていない。
筆者らは葉緑体DNAの複製機構の研究を進め，葉緑体で働いているDNAポリメラーゼ（DNAポ
リメラーゼπ）を初めて発見するなどの成果をあげてきた4。その中で，T7 ファージの T7 
bacteriophage gene 4 protein（T7gp4）という DNA ヘリカーゼ／プライマーゼのホモログである
TWINKLEが，植物では葉緑体に局在してDNA複製を開始するDNAプライマーゼとして働いてい
る可能性を見いだし，それを確認するための研究を進めている5。前述の葉緑体DNAの複製機構に関
する 2つもモデルの違いは，葉緑体DNAの複製にDNAプライマーゼが関与するか（プライマーゼ
依存型 DNA 複製モデル），しないか（組換え依存型 DNA 複製モデル）であり，もし植物の
TWINKLE が葉緑体で働く DNAプライマーゼであることを証明できれば，プライマーゼ依存型
DNA複製モデルが正しいことを明らかにできる。
これまでに，ホモロジーモデリングなどのアミノ酸配列の解析から，植物のTWINKLE が DNA
プライマーゼ活性を有している可能性を示唆してきたが5，TWINKLEが葉緑体に局在しているかど
うかは不明であった。本研究では，パーティクルガンを用いたOsTWINKLE-GFP 融合蛋白質の一
過性発現解析により，細胞内局在を検討した。その結果，植物のTWINKLEが葉緑体に局在してい
ることが明らかとなったので報告する。
図 1　葉緑体DNA複製様式のモデル
（i）プライマーゼ依存型DNA複製　（ii）組換え依存型DNA複製
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2．材料と方法
2.1 細胞内局在解析用プラスミドベクターの作成
OsTWINKLE 蛋白質の細胞内局在を解析するために必要となるプラスミドベクターを作成した。
イネの cDNAを鋳型とし，OsTWINKLEに特異的なプライマー対（5’-ACG CGT CGA CTC ATG 
GCC GCC TCC GCT GCC GCC GGC GGG GAC-3’ および 5’-TTT TCG GGG TGT CTC CTT 
TCC TAT CCG CCG GCG TTT TCC TTT T-3’）を用いてPCRをおこない，OsTWINKLEの CDS
を含む断片を得た。この断片を，CaMV35S-sGFP（S65T）ベクターに常法によりサブクローニング
し，OsTWINKLE-GFP融合プラスミドを作成した6。
2.2　パーティクルガン法を用いた一過性発現による細胞内局在の解析
OsTWINKLEの細胞内での局在を，パーティクルガン法によるOsTWINKLE-GFP融合蛋白質の
一過性発現により解析した。1.0µm の金粒子を，5μ gの OsTWINKLE-GFP融合プラスミドでコー
ティングし，パーティクルガン（Biolistic PSD-1000/He Particle Delivery System（Bio-Rad））を
用いてタマネギの表皮細胞もしくはソラマメの孔辺細胞に打ち込んだ。タマネギの表皮細胞に対して
は，圧力が 900 psi，ラプチャーディスクと試料の距離は 6 cm で打ち込みを行った。ソラマメの孔辺
細胞に対しては，圧力が 1,350 psi，ラプチャーディスクと試料の距離は 3 cm で打ち込みを行った。
その後，室温で約 6時間乾燥しないように静置し，蛍光顕微鏡でOsTWINKLE-GFP 融合タンパク
質の細胞内局在を観察した。
3．結果と考察
3.1 イネ TWINKLE（OsTWINKLE）の細胞内局在の解析
OsTWINKLE蛋白質が細胞内のどこに存在するかを調べるために，OsTWINKLE-GFP 融合蛋白
質の一過性発現による細胞内局在解析を行った。まず，カリフラワーモザイクウイルスの35Sプロモー
ターの下流に，OsTWINKLE蛋白質および緑色蛍光蛋白質GFP（Green Fluorescent Protein）のコー
ド領域を結合したベクターを作成した6。次に，パーティクルガン法を用いて，ベクターをタマネギ
の表皮細胞に打ち込み，35S プロモーターの働きにより，一過的にOsTWINKLE-GFP 融合蛋白質
を細胞内で発現させた。細胞内で発現したOsTWINKLE-GFP融合蛋白質は，OsTWINKLE蛋白質
が本来局在する場所と同じ場所に局在することが期待されるため，GFPシグナルを観察することで
細胞内局在を調べることができる。
OsTWINKLE-GFP融合蛋白質をタマネギの表皮細胞内で発現させると，細胞質にドット状のシグ
ナルが多数観察された（図 2）。このことから，OsTWINKLE蛋白質は少なくとも核局在ではないこ
とが明らかとなった。また，タマネギの表皮細胞における予想される葉緑体の大きさや数と観察され
たシグナルの大きさと数が良く似ていることから，葉緑体に局在している可能性が考えられた。しか
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し，タマネギの表皮細胞では直接葉緑体を観察することが難しいため，OsTWINKLE蛋白質が葉緑
体に局在するかどうかはっきりとはわからなかった。そこで，葉緑体に局在することが知られている
葉緑体型RecA 蛋白質についても同様な細胞内局在解析を行い7，結果を比較した（図 2）。OsRecA-
GFP 融合蛋白質は細胞質に多数のドット状のシグナルとして観察され，これはOsTWINKLE-GFP
融合蛋白質の局在パターンと良く似ていた。以上の結果から，OsTWINKLE蛋白質は，タマネギの
表皮細胞では葉緑体局在であることが強く示唆された（図 2）。コントロールとして，GFPを単独で
発現させた場合は，細胞内に一様にシグナルが観察されており，OsTWINKLEや OsRecA で観察さ
れたドット状のシグナルはそれぞれの蛋白質に特異的なものであることが確認できた。
さらに詳しく細胞内局在を観察するため，同様の解析をソラマメの孔辺細胞についても行った。孔
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図 2　タマネギの表皮細胞におけるOsTWINKLE蛋白質の細胞内局在
左列はGFP蛍光像，右列は同視野の透過光像を示す。GFPシグナルは緑色に観察されている。（上）OsTWINKLE-GFP融合蛋
白質の細胞内局在　（中）OsRecA-GFP融合蛋白質の細胞内局在　（下）GFP蛋白質の細胞内局在
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辺細胞は，気孔（葉の表皮に存在する開口部）を構成する細胞である。通常の表皮細胞は葉緑体をもっ
ていないが，孔辺細胞には葉緑体が存在する。細胞自体も大型で，葉の表面に位置しているため，葉
緑体の観察が容易な細胞である。孔辺細胞内において，OsTWINKLE-GFP融合タンパク質を一過的
発現させたところ，粒状のGFPシグナルが観察された。このシグナルは，葉緑体の持つクロロフィ
ルという光合成色素が発する自家蛍光（赤）と完全に一致していることから，OsTWINKLE-GFP融
合タンパク質はソラマメの孔辺細胞においても葉緑体に局在していることが明らかとなった（図 3）。
3.2 葉緑体移行シグナルの解析
葉緑体に局在する蛋白質をコードする遺伝子の多くは，進化の過程で宿主の核ゲノムに移行してお
り，OsTWINKLE遺伝子も核ゲノムに存在している。このような核コードの葉緑体蛋白質は，細胞
質で翻訳された後，葉緑体の包膜を通過して葉緑体の中に移動する必要があり，多くの場合，アミノ
末端に葉緑体移行シグナルとなるトランジットペプチドを有している。葉緑体移行に関わるトラン
ジットペプチドは，数十から数百のアミノ酸からなるもので，リジン，アルギニン，セリン，スレオ
ニンに富み，酸性アミノ酸が少ないといった特徴があるが，特異的なモチーフがあるわけではない。
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図 3　ソラマメの孔辺細胞におけるOsTWINKLE蛋白質の細胞内局在
（上）OsTWINKLE-GFP 融合蛋白質の局在。OsTWINKLE-GFP のシグナルが緑色に観察されている。（下）自家蛍光による葉
緑体の可視化。葉緑体が赤色に観察されている。図は蛍光像と透過光像と蛍光像をマージしてある。
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ある蛋白質に葉緑体移行シグナルがあるかどうかを推測するためのアルゴリズムが複数提案されてい
る。
前述の実験から，OsTWINKLE蛋白質は葉緑体に局在しているか明らかになったが，その一次配
列上に葉緑体移行シグナルがあるかどうかを，「Predetor」と呼ばれるプログラムで解析した8。その
結果，高い確率で葉緑体に局在する可能性が示唆された。これは，細胞内局在解析の結果と一致して
おり，OsTWINKLEが葉緑体で働いていることを強く支持するものである。また，「TargetP」とい
うプログラムで予測したところ9，葉緑体移行に関わるトランジットペプチドと合わせてミトコンド
リアへの移行に関わるトランジットペプチドを持つ可能性が高いという結果が得られた。
OsTWINKLE蛋白質は，葉緑体のミトコンドリアの両方で働いている可能性がある。
3.3 今後の展開
本研究では，OsTWINKLEの細胞内局在を明らかにすることを目的として研究を進めた。GFP融
合蛋白質の一過性発現による細胞内局在解析や，葉緑体移行シグナルの解析の結果から，
OsTWINKLE蛋白質は葉緑体に局在していることは間違いがないと思われる。一方，TargetP によ
る解析からは，OsTWINKLEが葉緑体のミトコンドリアの両方に局在する可能性が示唆された。モ
デル植物のシロイヌナズナのTWINKLE蛋白質については，葉緑体とミトコンドリアの両方に局在
しているという研究結果が報告されている10。また，ヒトのTWINKLEはミトコンドリア局在であ
り11，OsTWINKLE が葉緑体DNAとミトコンドリアDNAの両方のDNA複製に関係していること
も考えられ興味深い。
さて，OsTWINKLEが，葉緑体DNAの複製に関わるDNAプライマーゼであることを最終的に証
明するためには，OsTWINKLE蛋白質がDNAプライマーゼ活性を有することを明らかにする必要
がある。以前に行ったホモロジーモデリングなどによるアミノ酸配列の解析からは，OsTWINKLE
がT7gp4と同様にDNAプライマーゼ活性を有していることが示唆されている。大腸菌発現系で発現・
精製したOsTWINKLEの組換え蛋白質についての生化学的な解析を現在行っているが，DNAへリ
カーゼ活性については検出されているものの，DNAプライマーゼ活性については検出されていない。
DNAプライマーゼ活性測定は技術的に難しいため，さらなる条件検討が必要なのではないかと考え
ている。今後の研究により，植物のTWINKLEが DNAプライマーゼ活性を持つことを明らかにで
きれば，葉緑体DNA複製のメカニズムの解明に向けた大きな一歩となるだろう。
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Abstract
Plastids are major organelles found in plant cells and contain their own genomes. Plastids are 
thought to have unique DNA replication systems, where DNA primase and DNA helicases are 
responsible for synthesis of primers and DNA unwinding, respectively. While earlier studies have 
identified DNA primase and helicase activities in a plastid fraction but little is known about genes 
encoding the plastidial DNA pirmase. Here we characterized a rice homologue of TWINKLE（Oryza 
sativa cv. Nipponbare, termed OsTWINKLE）, which is an autosomal dominant progressive external 
ophthalmoplegia（adPEO）-associated gene that encodes mitochondrial DNA helicase in mammalian 
cells. Subcellular localization analyses using GFP fusion protein showed that OsTWINKLE is 
distributed in plastids.These results suggested that the plant homologue of TWINKLE functions as a 
DNA primase during plastidial DNA replication.
Keywords : Plastid, DNA primase, DNA helicase, TWINKLE, DNA replication
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